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The presence and position of substitution or deletion of bases in a 
nucleotide sequence are determined in double stranded DNA by: (i) 
specific amplification of the region contg. the DNA under test and DNA 
of known sequence, and labelling the sense and antisense strands of 
these DNA with different fluorescent or non-isotopic markers; (ii) 
hybridising the amplified DNA and (iii) detecting the heteroduplex 
formed (a) by cleaving unpaired portions of the strands or (b) by 
passing over a support that specifically retains them. 

USE - The method is partic. used to detect mutations and deletions 
associated with hereditary diseases such as angiodoema, 

haemoglobinopathy, mucoviscidosis, muscular dystrophy or cancer. It can 
also be applied to heterogenous DNA e.g. a mixt . of 2 variants of 
bacteria or from a tumour cell mosaic. 

ADVANTAGE - Compared with known processes this method is more 
reliable, quicker and better suited to automation (for large scale 
screening). It identifies base substits. unambiguously, involves only a 
few steps and avoids use of radioactive labels. Heterozygotic mutations 
can be detected without involving homozygous DNA having the wild type 
allele. 
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PROCEDE DE DETECTION DE MOLECULES CONTENANT DES 
MESAPPARIEMENTS NUCLEOTIDIQUES ET DE LOCALISATION DE 
CES MESAPPARIEMENTS , ET APPLICATION A LA DETECTION DE 
SUBSTITUTIONS OU DE DELETIONS DE BASES DANS DES 
SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES • 

La present* Invention a pour objet un proctd* 
da detection da molteules contestant das 
mifrsappariaments nucleotldiques at da localisation da 
cas m*sappar laments, at son application k la detection 
da substitutions ou da dilutions da basas dans das 
sequences nucliotidiques 

La major it* das maladies lites k jdmn 
modifications du gtnome, solt das organismes hot as, 
soit das organismas infectieux ast trfts souvent dua k 
un simpla changamant d'un ou plusiaurs nucleotidase 
Aussl, das af forts considerables ont ett ehtrepris 
afin da developper das mithodes pour ditactar non 
saulamant das mutations dtj& commas mais aussl pour 
riettre an evidence das mutations Inconnues. 

Cspandant , las mtthodes dlsponiblas pour 
rechercher das mutations ponctuallas inconnuas dans 
das regions d'ADN da tailla important© ont toutas das 
inconvenient* qui randant laurs utilisations 
diff idles. 

Par exeaple , las gals d**lectrophortse avac 
gradlant da dineturation nicessitent das optimisations 
k l*alda d*ordlnateur da la rtglon clbla at das 
conditions d * tlectrophorftse adapttes k cheque fragment 
d'ADN (Myers at al. (1987), Methods Enzymol, 155/ 501- 
527). 

La technique de conformation polymorphlque du 
simpla brin (SSCP ), (Orlta at al. (1989) - Genomics, 
5, 674), en dftplt de sa s implicit* exptrimentale , a 
montr* una sensibillt* pour la detection de mutation 
dans das fragments d'ADN d' environ 150 paires de 
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bases • 

Cependant , aucune da cas mtthodes na donna 
d» informations prtclses concarnant la localisation da 
la nutation dans la fragment d'ADN . 
5 Las mtthodes da stquengage dlraet , blan qua da 

plus an plus rapidas , rastant cefiteuses at longues & 
msttre an oauvra pour la recherche da mutations da 
natures inconnues at na mm sont pas flables dans la 
cas da mutations ponctuelles httiroxygotes . 
10 Una autre m*thode mettant an oeuvre une coupure 

chimique au niveau des misappariements (CCH) telle que 
dicrite par Cotton at al*{ Proc. Natl* Acad. Sci., USA 
(1988) 85, 4397-4401) est en principe blen adaptte A 
la mise en Evidence da mutations, indipend smment de la 
IS longueur et de la composition de la sequence de la 
region * laqualle on s'inttresse * Bile a *t* utillsie 
avee succ*s dans un grand nombre d'ttudes et a fait 
rtcemment l*objet d*une revue (Cotton (1993) Mutation 
Research 285, 125-144) . 
20 Cette mtthode a permis la detection de 

mutations dans des fragments amplifies par vole 
enzymatlque d*une longueur d'un kilobase* 

Aucune mithode aetuellement n'est susceptible 
d'itre utilises de fagon routiniAre pour difftrentes 
25 raisons s manque de fiabillt* ( nombre important de 
faux ntgatlfs) et ensuite en raison de la complexity 
des mtthodes qui font qu'elles ne se pritent pas A une 
execution automatisms. 

Par exemple dans la mithode CCM class ique t les 
30 Mttroduplftx, c'eet-i-dire les AON double brin , ou 
bicatAnaires , resultant .d'un appar lament entre deux 
moltcules d'AON Mttrologues , sont formis entre l'ADN 
ampllfi* par vole enzymatlque du patient et un 
fragment d'AON represent ant la sequence de type 
35 sauvage marquA A une extrtmitft k I'aide d'un isotope 
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radioactif ♦ Los molecules d'ADN h*t*roduplex sont 
formtes avec I'ADN correspondent A la sequence do typo 
sauvage raarqu* * l'extrtmlt* do chacun dos brlns, 
codant ot non codant, puis oont tralties chlmiquement 
5 dans dos reactions paralltles afln do r*v6ler los 
ataappar laments * 

En thtorle , on utllisant deux sondos , toutos 
los mutations devralent ttre ditocttos , aprfts las 
eoupures spiel fiques dos cytosinos ot dos thymines non 

10 apparlfes rospoctivomont lnduitos par 1 'hydroxyl amine 
ot lo tttroxyde d* osmium, puisqu'une eytosino ou uno 
thymine non appar 4e dolt *tre prtsente au site do J a 
mutation , solt sur lo brin codant soit sur lo brin 
non codant de la sonde marquie par un Isotope 

15 radioactif . 

En pratique , la coupure au niveau de certains 
mis appar laments pout so fairs incorrectoment , on 
ralson do la nature dee bases non appariies et do 
1 ' onvironnement do cos bases • 

20 Ainai, los sondes utillsios dans la methods CCM 

classiquo no pormottent pas d" avoir slmultancisnt 
quatro types d'hitiroduplex. Par example. Cotton ot 
al* (1993, pricMomment cites) no dicrivent qu'un ou 
deux typos d'heteroduplex. 

25 Un autre inconvenient do cette technique est la 

nicessitfi do r*p*ter le marquaqo radioactif dos 
amorces pour la polymerisation en chains (PCR ) ot dos 
marquours de tallies. 

De plus, cette technique rend ntcessaire la 

30 preparation d'une double sirlo d» he ter ©duplex , avec 
marquage terminal du brin sens et du brin non-sens, 
afin de detector sipariment los bases modifies sur 
I'un ou 1 'autre brin . 

Enfin, la mithode CCM no permet pas de detector 

35 tous les hitiroduplox et done no permet pas de 
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detector certaines mutations* 

On entend par sonde una sequence nucleotidique 
marquee comportant un nombre da nucleotides auffisant 
pour etablir la complementer! te specifique antra catta 
5 a a qua nc a at la sequence presente dans 1'echantillon* 

A tltro d 1 example, una aonda utilise* salon 
1' invention paut comporter da 8 4 2*000 nucleotides. 

On entand par heteroduplex un brin d'ADN 
ampllfie avac un brin complementaire contenant au 
10 molns un mesapparlement ou una deletion ou boucle de 
non appar lament. 

Lea demandeurs ae sont done attache* 4 la mise 
en oeuvre d'une technique plus f labia , plus raplde et 
automatl sable, permettant una determination sans 
IS ambiguite de la substitution de base , compranant un 
nombre riduit d'etapee, et utilisant des isarqueurs non 
radio act lis . 

lies demandeurs ont done montre de maniere 
surprenante que l'on pouvalt detector et positlonner 
20 d'une maniere plua raplde et plus t labia las 
substitutions de bases dans des sequences 
nucleotidiques en marquant chacun des brlns sens et 
non-men* par un marqueur fluorescent ou ensyieatique, 

L' utilisation de marqueurs fluoreacents est 
25 aussi un avantage en ce qui concerns les conditions 
generales de mise en oeuvre de la methode tant du 
point de vue securiti que du point de vue apparel 1 lege 
. Bile penset d' autre part d'utlliser des marqueurs 
different* pour cheque brin , sens que ce double 
30 marquage lmplique des difficult** techniques ou 
materielles , comnte ce a ar ait le caa si l'on devait 
proceder 4 un double marquage radloactlf . 

Les demandeurs ont en outre montre que l'on 
pouvalt detector de maniare raplde des deletions ou 
35 substitutions de bases en criblant les heteroduplex 
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sur un support les re tenant specif iquement. 

Les demandeurs ont aussi montre que # dans le 
cas de nutations h*t#rozygotea , on peut mettre en 
Evidence las substitutions de base a partir seulement 
5 de I'AON amplifie de 1 f echantillon & analyser , sans 
qu ' inter vl anna dans la reaction un AOM issu 
d*lndi vidua homozygotes presentant 1 'allele de type 
sauvege . 

Ce mode de mise en oeuvre parti culiar de 

10 !• invention evite alnsl d* avoir 4 preparer un AON de 
type sauvaga marque , ce qui * limine une A tape dans le 
reaction et en limits las coats . Ainsi , la mise en 
oeuvre de ce mode preferential necessite d*utillser 
seulement de l'ADN de 1 'echantillon A analyser . 

15 X.* invention a de man i era generals pour objet la 

detection et/ou la localisation de mutations ou de 
deletions dans des sequences nucleotldicues par 
creation d 'heteroduplex entre deux types d*Az>N double 
brln susceptibles de former des mis appar laments aux 

20 sites desdites mutations et deletions, 

Selon un premier mode de mise ' en oeuvre les 
heteroduplex sont mis en evidence du fait du marquage 
sur cheque type de brln , sens et non-sens, par des 
molecules f luorescentes differentes . 

25 Selon un second mode de mise eh oeuvre les ADK 

ne sont pas marques et les heteroduplex sont crlbles 
par passage sur un support les retenant 
specif iquement. 

La presente invention a done pour objet/ selon 

30 le premier mode de mise en oeuvre un procede de 
detection de la presence et de la position de 
substitutions ou de deletions de bases dans une 
sequence nucleotidique comprise dans une preparation 
d'ADN double brin A tester dans lequel : 

35 - on amplifle de maniere speclfique la region 
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contenant la aiquence nucliotidique d'une part de 
I'ADN A tester et d' autre part d'un AON dont la 
sequence eat connue , et I'on marque lee brins aena et 
non aens de cea ADN A 1 1 aide de marqueura 
5 fluoreecenta, ou de marqueura non-lsotoplquea, 
diffirenta, 

- on hybride lea ADN amplifies, et 

- on met en Evidence lea hitiroduplex formis, 
Avantageuaement, l'ADN A teater et l'ADN connu 

10 aont amplif lie dana la mime preparation. 

Elle a d* autre part pour objet un procidi de 
detection de la prieence et de la poaltlon de 
substitutions ou de dilitlons de baaea d'une aiquence 
nucliotidique eompriae dana une preparation d'ADN 

15 double brin hitiroxygote ou Mtteogine A teater dana 
lequel : 

- on ampllfie de man! Are spiel fl que la riglon 
contenant la aiquence nucliotidique de l'ADN A teater 
et on marque lea brine aena et non aena de cet ADN A 

20 1'aide de marqueura fluoreecenta/ ou de marqueura non- 
iaotopiques, diffirenta* 

- on hybride 1 *ADN amplif li, et 

- on met en ivldence lea hitiroduplex formie. 
Avantageuaement, 1 * ADN hitirogine eat conatltui 

25 d 9 un milange d'ADN de deux variants d'une bactirie ou 
d'ADN extra! t de cellules moaaSque d'une tumeur. 

Selon un mode partlculier de miae en oeuvre , 
lea ichantillona d'ADN double brin comprenant la 
aiquence nucliotldique A diterminer aont ampliflia par 

30 la mithode de polymirlaatlon en chaine A 1 9 aide de 
deux amorces aituies aux deux extrimitia de la 
aiquence que l*on veut amplifier * 

hms deux amorces peuvent itre marquies 
reapectivement A l'alde de marqueura fluoreecenta 

35 diffirenta . 
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La moltcule d'ADN double brin A determiner 
possdde avantageusement une taille comprise antra 150 
at 10.000 paires da bases. 

Prtftrentiel lament, las htttroduplex aont mis 
5 an Evidence par clivaga das parties das brins non- 
apparltes* 

X»*4tape d'hybrldation est effectwfce, selon un 
mode de mise en oeuvre connu de l 9 homme du mttier, par 
d*naturatlon et renaturation de l'ADN amplifi*, ce qui 

10 permet de former dee molicules m*sapparl*es si l'ADN 
con ti ant, A l***.*t h#t*roaygota ( maladies gtnttiques) 
ou de manifcre h*t*rog*ne & l**tat de mosaXque 
eellulaire ( masse tumorale milang*e avee das cillules 
salnes en diverses proportions) ou une plusieurs 

15 mutations ( d*l*tlons ou substitutions) . 

Dans le cas oft l'ADN dans la quel on recherche 
la mutation provient d'une cellule haploXde, lea 
molicules Mtfeoduplex se ferment si 1 'amplification 
d'un melange d'ADN das deux types, sauvage et mutt, a 

20 *t* effectuAe. 

Pr4f6rentiellement , le r 4 act if coupant las 
parties non apparites est un riactif chimlque, tel que 
!• hydroxy 1 amine # le tttroxyde d' osmium ou le 
permanganate de potassium ou une enzyme telle que la 

25 MutY ( Lu et Chang, (1992), Genomics, 14, 249-255) ou 
une des enzymes , endonueltases at glycosylates , 
dAcrites par Chang et Lu en 1991 (Nucleic Acid Res*, 
19, 4761-4766), par Chehabet et Kan en 1989 (Froc. 
Natl* Acad. Sci., USA, 86, 9178-9182), par Hennecke et 

30 al. en 1991 (Nature, 353, 776-778), par Nlckerson et 
al. en 1990 (Froc. Natl. Acad* Sci. USA, e?, 8923- 
8927), par Wieabauer at Jiricny an 1990 (Froc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 87, 5842-5845) ou par Yah et al. en 
1991 (J. Biol. Cham-, 266, 6480-6484). 

35 lis peuvent aussi 8tr«l mis en Evidence par une 
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methode biophysique permettant da les dif ferencier des 
homoduplex, telle que la chroma tographie ou 
1 * elec trophorese ; 

Aventageusement , lee heteroduplex sont , 
5 prealablement A leur mise en evidence, concentres par 
passage sur un support lee retenant specif iquement. 

Selon le second mode de mise en oeuvre , 
l v invention a pour objet un procede de detection de la 
presence de substitutions ou de deletions de bases 
10 dans une sequence nucleotidique comprise dans une 
preparation d'AON double brin a tester dans lequel : 

- on amplifie de maniere specif ique la region 
contenant la sequence nucleotidique d'une part de 
l'ADN a tester et d" autre part d'un ADN dont la 

15 sequence est connue, 

- on hybride lee ADN amplifies , et 

- on siet en evidence les heteroduplex formes 
par passage sur un support les retenant 
sptcl f iquement . 

20 Elle a d' autre part pour objet un proc*de de 

detection de la presence de substitutions ou de 
dilations de bases dans une sequence nucleotidique 
comprise dans une preparation d 'ADN double brin 
heterozygote ou hAterogene A tester dans lequel : 

25 - on amplifie de maniere specifique la region 

contenant la sequence nucleotidique de l'ADN A tester, 

- on hybride l'ADN amplifie, et 

- on met en evidence les heteroduplex formes 
par passage sur un support les retenant 

30 specif iquement. 

Preferentiellement, ledit support porte une 
proteine liant de maniere specifique les heteroduplex 
telle que le MutS* Les heteroduplex retenus sont 
revel es par une molecule se fixant specif iquement eur 

35 1 'ADN, telle que le bromure d'tthidlum ou par tout 
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autre moyen k la portee da l'homme du metier, tal qua 
la fluorascanca ou la radioactlvlt*. 

Ledlt support paut §tre constitu* da bllles, 
spheres ou particules ou etre la parol d*un puits 
5 d*une microplaque pour test biochimique, recouverts 
d'un anticorps anti-MutS. 

La prisente invention eat particulierement 
adaptee & la detection da substitutions da bases chess 
das patients attaints da maladies hired! t aires , 

10 telles l*anglodtae , 1 'hemoglobinopathie, la 
mucovlcidose, la dyotrophie musculaire at chez das 
patients attaints da maladies cancereuaes telles que 
le cancer du sain, la leucemie, le cancer du colon at 
las maladies liies k l'atteinte de sequences oncogenes 

15 ou antioncogfrnes • 

L'interit du second mode de mise en oeuvre de 
1» invention rislde dans le fait qu'il parmet de 
cribler rapidement un grand nombra da preparations 
d'ADN, una population par example. 

20 S'il parmet une ditection d'une mutation, il ne 

permet pas sa localisation qui paut quant 4 alle *tre 
effectuie par un procide salon la premier mode de mise 
an oeuvre. 

La prisente invention a en outre pour ob jet une 
25 composition comportant au rooins trols sondes 
permettant da former das hetiroduplex avec des 
siquences nucliiques dans lesquelles on recherche la 
presence ou 1* absence de mutations ponctuelles* 

Ella a enfln pour objet, des hetiroduplex 
30 assoclis k un complexe constltui par una molicule de 
type Muts et un anticorps anti-MutS. 

La prisente invention peut itre aisement mise 
en oeuvre par l'homme du metier utillsant sas 
connaissances ginirales dans le domaine de la 
35 biologie, at an particulier dans la domaine de la 



WO 95*73*1 2171469 



10 



FCT/FX94/0\ 



polymerisation en chaina . 

Ms ranssignamants gtnaraux plus particuliars 
conctmant las tachniquas nacassairas pour la misa an 
oauvra das mtthodss objats da la pr as ant a invantion 
5 pauvant notammant *tra trouvaa dans M ?CR Protocols. A 
gulda to mathods and applications'* ( Xnnis at al • , 
Acadamic Prass Inc., Harcouxt Braea Jovanovich 
Publishars, 1990). 

La prtsanta Invantion ast illustria sans pour 
10 autant atra limit 4a par las axampla* qui suivant dans 
lasquals i 

- la figura 1A r a pr as ant a la structura da 
1 9 axon 8 du gana Cl-inhibitaur at da regions 
anvironnantas , 

15 - la figura IB raprasanta la stqusnca da l*axon 

8, catta stquanca a At* dacrita par To si at 
al . < ( 1986) , Gana, 42 , 265-272) at Cartar at al . 
{(1991), J* Blocttam*, 197, 301-308)* 

- la figura 2A schamatisa las difftrants 
20 hataroappariamants pouvant avoir liau dans las raglons 

das codons 452 at 459, 

las figurss 2B at ' 2C raprasantant 

raspactivamant 1 • intanslt* da f luorascanca da 

diff arants ollgonucl tot Idas obtaniis apras 
25 raspactivamant traitamant par 1 a hydroxylamina at la 

tatroxyda d 1 osmium da produits d* hybridation antra las 

allalas sauvagas at mutants corraspondant aux regions 

compranant las codons 452 at 459, 

la figura 3A schamatisa las 
30 hataroappariamants pouvant avoir liau dans la ragion 

das codons 458 at 467 , 

- la figura 3B raprasanta la profil da coupura 
par la tatroxyda d» osmium da mtsappariamants d 9 AON 
d 9 un patlant htttroxygota pour la mutation Val458Hat, 

35 - la figura 3C raprasanta la mama typa da 
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prof 11 pour la mutation Pro457Arg , 

- la figure 3D est la profil obtenu par 
traitement das mtsappariements da la figure 3C par 
1 'hydroxy lamina , 

5 - la figure 4A represente la fragment de 588 

palras de base comprenant le site da restriction de 
1 9 enzyme HglAl, 

~ la figure 4B est la photo d'un gel de 
migration des produita du traitamant par 
10 1 * hydroxy lamina d * appar laments entre 1 9 allele sauvage 
at 1* allele d'un patient prAsentant una double 
mutation en els dans le fragment illustr* sur la 
figure 4A , & diff*rentes dilutions , 

- la figure 4C reprtsente le profil apr*s 
15 traltement par 1 'hydroxy 1 amine des produits de coupure 

du :>rin non-codant dans una situation bA l'ADM n*a pas 
*t* dilu* , 

- la figure 4D est un agrandissement de regions 
contenant les pies en position 295 et 317 de la figure 

20 4C , A dlffArentes dilutions • 

BvhttnUU9n« 4 9 hm 

36 patients non 11 As attaints d'angioedeme dont 
1 9 analyse par des techniques d 9 hybrldat ions sur 

25 membrane (blot) n v a pas r6v41A d * alterations g6niques 
ont 6t4 6tudl*s et les easels ont port* sur les 
mutations ponctuelles dans l'exon 8 en uti.'.isant la 
mithode classlque de CCM ( Cotton et al» (1988)* Proc. 
Natl* Acad* Sci. USA 85, 4397-4401) et la m«thode de 

30 stquengage de 1'ADN 

FftfrrKiUon ds t<?ndi* miw*^ — sac &i 

maroueurs fluorescents . 

Dea amorces oligonucl6otidiques ont At6 
synth6tis4es sur un synthAtiseur Beckman 200A DNA ou 
35 un synth*tiseur Applied Biosystem 392 ( ABI) DNA/RNA . 
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Un microgramme d f ADN gAnomique Isold & partir 
de leucocytes du sang p6rlph6rique a 6t6 ampllfi6 par 
la technique da polymerisation en chaine ( dite PGR ) 
dans un milieu rtoctionnel de 100 ul , en utilisant 



11 lustre sur la figure 1A* 

La reaction a 6t6 effectuee durant 30 & 35 
cycles* La sonde marquee par fluorescence a ete 
obtenue par ^amplification , durant 25 cycles , en 

10 utilisant 2 pi du prodult de la premiere reaction 
d* amplification et en utilisant les mdmes amorces 
rendues f luorescentes par couplage d 9 un ester d 9 un 
colorant et du N- hydroxy 1 succlnimide * un coupleur 
amlnohexyl 114 A I'extremltA 5'selon le protocole ABI. 

15 La sequence de 1 * oligonucleotide El, qui est 

marquee avec le fluorophore JOE est : 5 9 -GTG AAC TTG 
AAC TAG A6A AAQ C-3 . 

La sequence de 1 * oligonucleotide E2 , qui est 
marquee avec le fluorophore FAM , est : 5*- TGA GGA 

20 TCC CAC GAA CTQ CCA G-3'. 

Formation d 'h*t*rodut>l«x et clivaee chimioue 

Des fragments amplifies par polymerisation en 
chaine et • doublement marquis sont pr6cipit*s A 

25 methanol • Les quantltAs d'ADN sont ostimAes sur tin 
gel d* agarose et 450 ng d 9 ADN sont utilises afin de 
former des heteroduplex . Les echantillons sont portes 
h ebullition durant 5 minutes dans *50 yl de NaCl 1,3 
M/Mgci 2 3,5 *M/ Tris-HCl 3 nM pH 7,7 , refroidis sur 

30 de la glace durant 5 minutes puis incubAs durant la 
nuit & 42*C. 

Aprds hybridation , les echantillons sont 
pr£cipit6s avec de l*6thanol et resuspendus dans 18 pi 
d'eau. 

35 Le protocole de t-ase pour effectuer la coupure 



5 



des amorces oligonucieotldiques El et E2 
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chlmique des mAsappariements a AtA dAcrit par Cotton 
et al. ((1988). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4397- 
4401) . 

6 pi d'hAtAroduplex d' ADN sont utilises pour 
5 chaque modification chlmique . Pour chaque experience 
, 5 ml d'hydroxychlorure d* hydroxy laroine 7M sont 
prAparAs dans da 1'eau distillAe at 4 ml sont titrAs 
jusqu'A un pH da 6 par addition da diAthylamlne • 

5 pi d'ADN sont traltAs par 20 pi d'une 
10 solution d* hydroxy 1 amine A 37*C durant 45 minutes ou 1 

haura • La concentration finale d* hydroxy lamina est 
approximativement da 3,8 M. 

hm tAtroxyde d' osmium ( 4 % an poids da la 
solution dans l'eau ) est diluA dans da l'eau 
15 ^'stillAe Jusqu'A obtention d'une solution de base A 1 
at das allquotes sont stockAs A - SO *C dans des 
tubes silicones . 

6 |il d'ADN sont incubAa durant IS minutes A 
temperature ambiente dans une solution de tAtroxyde 

20 d* osmium 0,4 % / pyridine 2 % / Hepes pH 8 0,5 mM / 
Na 2 EDTA o f 5 mM dans un volume total de 25 pi dans des 
tubas ail icon As * 

Las rAactlons sont arrAtAes en trans fAr ant les 
Achantillons dans de la glace et en ajoutant 200 pi 

25 d'acAtate de sodium 0,3 M pH 5,2/NAjEDTA 0,1 mM/tRNA 
de levura 50 jig/ml*. L'ADN est prAcipitA A l'aide de 
2,5 volumes d'Athanol dans de la glace carbonlque . 
AprAs centrlfugation , las culots d'ADN sont lavAs 
deux fols avec de l'Athanol A 70 %, resuspendus dans 

30 200 pi d'acAtate de sodium 0,3 M pH 5,2 et 
reprAcipitAs una nouvelle fols par de 1'Athanol 
AprAs deux lavages A l'Athanol , les culots sAchAs 
sont resuspendus dans SO ul de pipAridine 1 M et 
IncubAs A 90'C durant vingt minutes. AprAs la coupure 

35 par la pipAridine , 5 pg de tRNA de levure et 50 pi 
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d'ac6tate de sodium 0,6 M pH6 aont ajoutte et l'ADN 
est prtcipit* par l*4thanol . Las culots sont lavds 
deux fois avec de l'dthanol A 70 % , resuspendus dans 
100 i*l d f eau dlstillfte, lyophillsis et resuspendua 
5 dans 8 jil de formamide 83 %/Na 2 EDTA 8,3 mM* 4 pi de 
cheque dchantlllon , m61ang6s avec 0,5 jil de marqueur 
de polds molAculaire fluorescent ( GS2500P R0X, ABI ) 
sont charges sur un gel de polyacrylamlde dinaturant A 
6 % dans un sAquenceur d'ADN automatique commercialism 
10 par ABI • Lea rAsultats sont rassembl4s et analysts en 
utilisant le logiclel GENESCAN 672 (ABI) • 
EXEttf LS I r 

P*tCffU<?n dS mutations dans le a*ne CI- 

toMMtfiwr d« p*U+n*f AUtlntf 4'«wl<wttn« 

is MrtdU^rt t 

Des mutations dans le gtne Cl-inhibiteur de 
patients attaints d*angloed*me hArtditalre constituent 
un module d'Atude de la m*thode objet de la prAeente 
invention ♦ 

20 Le g&ne Cl-inhibiteur est long de 17 Jcb et est 

compos* de 8 exons . En choisissant lea amorces 
oligonuclAotidlques dans des introns et A proximity de 
l'extrAmitA 5* et 3* des exons , on peut facilement 
obtenir par amplification par la mAthode de 

25 polymerisation en chaine des fragments de longueurs 
comprises entre 600 . paires de base (pb) et 1000 pb 
comprenant aussl blen des exons lndlvl duels que des 
groupes d* exons et couvrant toutes les rAglons 
front! feres intron-exon . 

30 L'exon 8 a AtA ampliflA A l*aide dea amorces El 

et E2 comma illuatrA sur la figure 1A qui reprAsente 
de manidre schAmatique l* organisation de la rAgion 
contenant 1 'axon 8 . Comma le montre cette figure # 
1' amorce El est situAe A l*intArieur de la rAgion 3* 

35 non transcrite , 211 paires de base en aval du codon 
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stop . L' amorce E2 est situ§e quant * elle a 
l'interleur do l'intron 7 , 147 paires da base en 
amont du premier nucleotide de l'exon 8* Lea 84 codons 
de cet axon sont reprodiilts aur la sequence de la 
5 figure IB. 

Hult mutations ponctuellea diff*rentea , la 
plupart ae traduisant par una deterioration de la 
production de la protfiine Cl-lnhlbiteur, ont 6t6 
trouvees k l*alde de la technique conventionnelle CCM. 

10 De plus , une permutation de Q en A k l'interleur du 
codon 458 induit un polymorph! ame ddja connu pour le 
site de 1' enzyme de restriction Hgl AX (Bock et al. 
1986, Biochemistry , 25, 4292-4301 )• Lea mutations 
Gln452Glu ( permutation de C en G ) et Pro459Arg 

15 (permutation de T en 6 ) , qui sont rentes par la 
ligne pointiliee sur la figure IB, ont 6t6 trouvees 
sur le mtee chromosome ♦ 

L'ADN du patient portant ces mutations a done 
6te isoie pour reehercher les conditions de cllvage 

20 partial qui permettent la detection de mesappar laments 
multiples sur le mfime brin d'ADN . 

Comma le montre la figure 2B , le clivage par 
1 'hydroxy lamina das residua C non apparids sur le brin 
non codant donne nalssance k deux pics correspondent k 

25 des tallies de 295 et 317 nucleotides respectivement , 
comma on pouvait le predire k partir des types de 
molecules heteroduplex formes qui sont schematiquement 
representee sur la figure 2A . Sur la figure 2A, les 
brins sens sont identifies par un carre reprdsentant 

30 un marquage fluorescent particulier tandis que les 
brins non-aens sont identifies par un rond 
correspondent k un autre marquage* 

Lbs deux pics obtenus prSsentent une intenslte 
importante , par rapport k 1' intenslte de la 

35 fluorescence du materiel non ciiv6. on note qu*en fait 
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settlement un quart des molecules d'ADN sont supposees 
contenir le mesappariement qui rend lea residua c 
facilement accessible^ & 1 • hydroxylamlne . 

Tandis que I 1 intensity du pic en position 295 
5 reflate directement la nature de la modification et du 
clivage , l'intenslte de fluorescence en position 317, 
qui est la plus diatante par rapport au site de 
marquage fluorescent , est falble par rapport au 
clivage suppose h ce site . 

10 Ces rteultats et des rteultats similaires 

obtenus avec le tetroxyde d' osmium indlquent que les 
conditions uti Usees permettent la detection de 
clivages multiples sur le mtme brin. En fait des 
conditions legfcrement plus douces de traitement par 

15 1* hydroxylamlne ont 6t>6 utilisdes ulterieurement en 
raison du falble clivage sur la position la plus 
lointaine de coupure ( pic 317 ) et ont permis 
d*obtenlr des clivages de l'ordre de 100 %. 

La figure 2 il lustre aussl que l'on obtient des 

20 informations redondantes en marquant les produits 
correspondent aux deux types d* allele . 

Sur la figure 2A , les brins derives d'allftle 
de type sauvage sont representee en gras, et les 
distances des bases lntfoessantes sont indlquftes h 

25 partir du marquage fluorescent terminal . 

La figure 2B est relative & la coupure par 

I * hydroxylamlne des residus C non appariAs . L'axe 
horizontal repr4sente la tallle des fragments simples 
brins d'ADN derives des brins codants et non codants • 

30 L'ftchelle de taille des nucleotides est obtenue * 

I I aide du marqueur de taille , qui est marque avec un 
trolsldme colorant fluorescent . L v 6chelle vertlcale 
indique les intensltes de fluorescence en unite 
arbitraire . 

35 La figure 2 C represent© la detection de 
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rfcsidus T non apparlds en utiliaant le tStroxyde 
d* osmium • 

I*a fl&che prftsente sur la figure Indique un 
rteidu T apparlA , adjacent au mAsappariement , qui a 
5 subi n6anmoins une coupure lmportante . 

Dans eet example lea deux mutations, sltudes 
respectivement dans las codons 452 at 4S9 se sont 
r6v616es par un total de six coupures distinctes • 
Parmi celles~ci deux ont au lieu sur des bases 

10 apparites adjacentes aux mAsappariaments . Sur le brin 
codant, les rAsidus C ont donnA nalasance k un pic 
double faible ma is signlficatlf en presence 
d'hydroxyl amine autour de la position 362 . Sur le 
brin non-* codant le rAsidu T a donnA nalasance apr&s 

15 traitement par le tAtroxyde d 9 osmium au pic en 
position 316* On notera que les coupures sur des bases 
appari Aee ad jacentes , quoique habituellement plus 
f aibles que celles obtenues sur des rAsidus non 
appari As , peuvent avoir lieu sur la moiti6 des 

20 duplex, at non sur seulement un quart , comma le 
montre de maniAre typique le cas de mAsapparlements 
contenaht des T ou des C - 

Le gain en sensibility de la d At act ion 
rAsultant de 1 'utilisation de marquages diffArents des 

25 deux brins d'ADN, combinAe avec 1 'analyse par 
ordinateur permet d'obtenir les rAsultats mentiormAs 
dans 1* Insert de la figure 2B, qui represents un 
agrandissement du pic double autour de la mutation en 
position 362 du brin codant , en sur impress ion sur les 

30 tracts du rAsultat obtenu sur un mime brin pour trois 
individus n'ayant pas cette mutation . On note que des 
clivages ont lieu sur les cytosines en position 357 et 
369. 

35 gffet du tvoe de base ncn appariAe et de la 
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composition en bases voislnea . aur leg coupures par 

Las neuf mutations representees sur la figure 1 
ont permls d'6tudler l'effet quant i tat if du type do 
5 base non appari6e at de la composition en bases 
voisines « sur les coupures par les deux rtactlfs . 

Le tableau illustre les comparaisons effectu6es 
k partlr de deux experiences indApendantes « Tandis 
que les efflcacitea de coupure obtenues avec 

10 1 ' hydroxylamine sont substantlellement suptrieures k 
celles obtenues avec le tfttroxyde d' osmium, 
1'envlronnement nuciiotldique des m6sappariements 
semble avoir un off at eimllaire sur les deux types de 
clivage , puisqu'on retrouve la mtme hiArarchlsation 

15 des efficacitAs de coupure pour les deux rAactlfs . 

Seulement quelques mutations ne rtpondent pas k 
cette rftgle * Par exestple , les mutations Pro 476 Ser 
et Leu 459 Pro sont plus sensible* aux modifications 
par 1 ' hydroxylamine , ce qui est dfl k la presence dans 

20 les deux cas de troia residua cytoslne constcutifs sur 
le site de clivage * De manldre similalre , le taux de 
coupure relativement Important par le titroxyde 
d' osmium des hftttroduplex * sur le site Val451Met est 
probablement dfi k la presence de deux rAsidus T 

25 consAcutlfs adjacents au T m*sappari* . Cependant des 
mtsappariements C.C se distinguent par leur 
sensibility iroportante aux modifications , bien que 
places au sein d'un environnement nucltotidique 
different . Cecl peut fttre dd non seulement k la 

30 coupure forte par 1' hydroxylamine mais aussi k la 
coupure forte observes en prisence de tAtroxyde 
d' osmium sur les rftsidus T imm6dlatement adjacents. 

Dans le cas de la mutation Gln452 Glu, 
l'asymdtrie apparente de l'efficacitA de coupure , 

35 d§pendante du brin pris en compte , peut 6tre aussi 
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due A la prAsence «ur le brln non codant d*un rAsidu c 
adjacent. A un rAsidu non appariA . 

Le tableau permet aussl d 1 est inter le nombre de 
produits de cllvage qui peuvent Atre attendue en 
5 gAnAral pour cheque mutation ainsi que 1* Indication 
dee limites de detection dee produits dans le cas de 
coupures falbles . 

Cheque mutation donne naissance A au moins deux 
pics fluorescents d6 tec tables resultant du cllvage de 

10 bases mAsappariAes , mala dans plusieurs cas , des 
informations addltlonnelles ont AtA obtenues A partir 
du cllvage de bases appariAes adjacentes , IndiquAes 
dans le tableau par des flAches • 

La grande majorltA des produits de coupure sont 

15 facileroent dAtectAs , A cause de 1 § intensity de leur 
signal fluorescent qui est trAs netteraent supArieur au 
bruit de fond ♦ La surimpression de tracAs telle 
qu'effectuAe dans 1 9 insert de la figure 2B est 
nAcessaire seulement dans le cas de slgnaux 

20 reprAsentant moins de 10 % des double brina clivables, 
tela que ceux obtenus avec le tAtroxyde d 1 osmium sur 
des mAsappariements rAsultant des mutations Arg472 
STOP et Val4S6Met (tableau ). 

Le prof 11 de coupure par le tAtroxyde d" osmium 

25 d'un patient hAtArosygote pour la mutation Val458Met , 
qui donne naissance A un polymorphisms sans effet., et 
pour la mutation pathogAne Pro467Arg est lllustrA sur 
les figures 3B et 3C . 

Le polymorphisms de la mutation Val458Met est 

30 facilement dAtectA , par traitement par 
1 • hydroxy lamina , et IdentlfiA par un pic A la 
position 299 du brln non codant. , comma IndlquA sur la 
figure 3A qui est un schAma reprAsentant la partie du 
gAne contenant ces deux mutations • 

35 Sur la figure 3A les brins d • ADN reprAsentAs 
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par des lignes epaisses sont ceux d6rlv£s de 1* allele 
present ant & son site polymorphlque un r£sidu G, ce 
qui est le plus frequent. 

Ce pic n'est ndanmoins pas dlscernable dans le 
5 cas du traitement au t*troxyde d a osmium par mesure 
directe de la fluorescence du brln non codant , qui 
porte un T m6sappari£ au site correspondant A cette 
mutation (figure 3B) . Cependcnt , le brln codant 
prftsente une coupure beaucoup plus forte , k la 

10 position 387, due A la presence d'un r<sldu T 
imm&Uatement adjacent au mftsappariement dftstablllsant 
C.C at G.G. A la molti* des molecules appariAes • 

De plus , la comparalson des tracts agrandls de 
la raArae region dans le cas du traitement d'ADN 

15 d'autres indi vidua par le tetroxyde d • osmium , comme 
represent* dans l f Insert de la figure 3B, montre que T 
est en fait present A la position 299 du brln non 
codant . La rftactivitft avec le tetroxyde d v osmium de 
ce mAsappar lament T-G est inhabituellement faible . 

20 Cecl est dQ au fait que 1' intensity du pic resultant 
est seulement lAgArement suptrieure A cells des bases 
T.A appariAes environnantes , comme le montre 1* Insert 
reprAsentant le brln non codant A partir de la 
position 283 jusqu'A la position 316. 

25 On notera nAanmoins que ce mAsappar lament G.T 

est present seulement dans un des quatre duplex . Le 
prof 11 tAmoln montre dans V insert , dans lequel le 
pic en position 299 n'est pas present , est celul 
d'indlvldus homozygotes G.C & ce site polymorphlque , 

30 En fait , les variations entre individus , c ' est- A- 
dire entre homozygotes A . T et G • C & ce site 
polymorphlque peuvent Atre facilement. dAtectAes comme 
le montrent les figures 3C et 3D , correspondant 
respectivement A des traltements par le tAtroxyde 

35 d' osmium et 1 ' hydroxy lamina • 
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Lo profll on tAtroxydo d*os»iujs { figure 3 C) 
do 1'hoaiosygoto on position 299 ost do nanlAra 
•urprononto siallalro 4 colui do I'hAtArosygoto dons 
rinmt do la figure 3B , A 1 'exception do pic on 
9 position 299 qui oot falbleaent InfArieur A co qui oot 
ale on Avidence ovoc loo wAeapparieokents C.T* Do plus, 
loo honosygotoo CO , utillsAs comm tAooins non 
coupAs dons Igs figures 3B ot 3C * donnont nolssonco A 
un pic distinct dons lo profll obteno eprAo rAactlon 

10 ovoc 1 'hydroxy laaine , control r sa wn t ou profll obtono 
ovoc dos hooosygotee A.T ( f igaro 30) . Blon qoo cot 
exeople reprAsente lo coo partlcoller d*an olto 
polymorphlque , qui donno noissonco A dos gAnotypes 
spproprlAs poor fairs lo dlffArence ontro an clivogo 

IS do bosos epperlAes ot non sppsrlAos , l 9 spporltion 
d # on noovoou pic T ou C oboont dsns lo profll d* autre* 
indivldue , oot on Indlco oofflsont m§mm si 
1'eaplltude do co pic oot do ateo ordro qoo coloi 
rAsoltont do clivogo do poiros do bosos onvironnontoo . 

20 mtlTLI 1-1 

PAttrlnatlon tftt bbbII dt dAttvtlffn tft — it 

Un patient ovoc ano dooblo sutetlon on cis , 
dont lo profll do eoopuro ost IndiqoA sor los figoros 

25 2b ot 2C , donno nolssonco A on noafero loportont do 
fregoente d' intone! t As variables , co qol ptrstt do 
tootor focileaent lo soull do dAtoctlon do lo eAtbode. 
on dlloont co Mt Ariel ovoc diffArontoo quant it As do 
Mt Ariel gAnAtlquo saovago * Do plec, lo rAgion 

30 aopliflAe par volo ensymetlque do chroaotoat affoctA 
do co potlont pout Atro dAtolllAo do oonlAro 
quantltotivo dons dos dilutions on sArio , car 
Lou459Arg dAtruit lo sits do roconnaissanco do 
1* enzyme Hgl hi, soulignA dans lo figoro 1. 

33 L f ADH gAnosilquo do co potlont o At A diluA ovoc 
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daa quantltfta crolasantss d'ADK noml at aaplifl* par 
1* vol* anzymatiqua L* lnportanca do chro«otcMt 
portant lt$ Mutations a *t« v*rlfl*a , apris la 
pr«il»rt awpllflcatlon par polystfrlsatlon da chain* 
5 (PCRJ an Atudiant dans daa dilutions an aftriaa la 
disparition du fragaant da 5tt palraa da baaaa 
raprtaant* sur la flgura 4A , qui aat resistant A la 
digaation par l'ansyna M9I AI. Daa aliquotaa da chaqua 
dilation an stria* ont 4t* ansolta souais aux 

10 laodifleatlona chlmlqoas par la titroxyda d'osala* at 
1 • hydroxy laaUna * 

La flgura 4B aontr* qua jusqu'A ana dilation 
d * an f actaur cinq da 1 * ADH # c * ast ~A-dira an 
chroMsoflMi portant la nutation poor dix chronwao nas , 

13 laa niaapparlasamta aont facllaaant d4tact*s . 

Afin da slsqrtlflar laa flguras , on a fait 
flgurar siwplaMnt la rtsultat da la coupura par 
1 'hydroxy laaiina du brin non eodaat » poor da l'AO* non 
dllu* at dllu* # pulaqua daa diminutions slmllairas 

20 d'intanalt* aont nasurtas , aprta dilation , dana laa 
natron prof i la da cllvaga da la flgura 2. 

La flgura 4B aat un gal aur laqoal aont 
raprdaantftaa loo dlf Mrantaa dilutions da 1*AM alnai 
qua da l'ADW ttaoln da typa sauvag* ( pulta C) . 

25 La flgura 4 C rapr*santn la profil du brin non 

codant , aprts traitasmtt da 1*ADN par 
1 'hydroxy laalna, poor la patlant htttroxygota at dana 
ana situation oft 1 # AM n'a pas *t* diln*. 

La flgura 4D aat on agrandlaaaswnt da la region 

30 contanant laa pica aox positions 295 at 117* Sur catta 
flgura , on a indlqo* laa intanaltte daa pics A una 
dilution da switi* { 1/2 ) du dixlfts* (1/10) alnai qua 
l'lntanslt* du spactrs obtanu avac l'ADW tteoin d*on 
indlvido da type aauvaga . 

33 Mtsia la pic doubla obtanu avac 1 • hydroxy laaina 
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pour lo brin c^«nt autour do la position 362 { cf. 
ins art do la figuro 2A ) oat dAtactablo A unt 
dilution d*l/10 du chroaosoao . 
CQHCMBIQH l 

9 Los rtsultats do coo Oftoaplos do also on oouvra 

do l'lnvontlon aontront do aanltro clairo quo la 
atthodo objot do la prAaonto invontlon poraot do 
dAtoralnor, do aanlAro f labia at sonalblo , la 
prAaanco ot la position do substitutions do baaas dana 
10 doa aAquoncos nuclAot ' 31quos * 

Cotto dAtocti* oat ronduo possible du fait du 
doublo aarquaga di£ farontiol doo doux brlna , A 1'aldo 
do aarquoura fluoroaconts • 

La aAthodo objot do la prAsonto invontlon oat 
15 on outro also on oouvro do aanlAro plus rapido quo la 
aAthodo convontionnallo CCM , ot prAaonto do plus 
l c avantago d'utlllaor doo* produita do aarquaga 
fluorosconts stoblos * 

La aAthodo objot do la pritmu invontlon 
20 dlffAro on outro doo aAthodoo dAcrltos dana l'Atat do 
la tachnlquo on eo quo t 

- olio ponot d'obtonir do aanlAro optiaalo un 
grand , noabro do a#oapporloaonta ot done 
d * lnf oraationa , du fait du aarquaga do 1 'all Ala 

29 mutant, 

- loo brlna codant ot non-codant aont oarquAs 
do aanlAros diffArantaa , cm qui rAdult alnsi au 
ainiaua lo noabro do reactions chlalquoa ot poraot una 
locallaatlOA prAclso doo nutations , 

30 - Is bruit do fond spAclflquo d*tur brin donnA 
lors dos coupuros A uno position donnAo sat trAs 
roproductlblo ot rond dAtoctablo dos aAaapparlaaants 
qui ordinairoaont sont pou coupAs , tols quo dos 
polyaorphlaaos hoaoiygotos # coaao lo aontro la flguro 

39 3 * Alnai » on utlllaant lo bruit do fond doa coupuros 
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comm s*quanc* da r*f*ranca , on pent sftquancar la 
•utatlon da aanitra prftciaa # au nucltetlda prts . 

La aanaiblllt* particuli*ra*ant important* da 
la aftthoda objat da la • prtsanta invantlon davralt 
3 p arwt a ttra da ddtanlnar la prtsanca at la poaltlon da 
aubatltutlon* da baaa chax das indivldua ho*oxygot«s 
at hfttdroaygotaa , dana la caa da caracttra 
htrtdltalraaant transala , aals auasi da dfttactar daa 
autationa aoaatlqtsaa dana laaquallaa la ehmmoa* aur 
10 laqual a llau la aatatlon aat dllu* dana un grand 
noobra da chroaoaoaas portant ana alltla aatrraga, cm 
qua na paraattant an aucuna aanl*ra laa a*tbod*a 
dftcrltaa dana l**tat da la tachniqua • 
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REYEWPICATIQHS 

1* ProcAdA da dA tact ion da lm prAsancs mt dm lm 
5 position dm substitutions ou dm dAlAtions 4s basas 
dsns una sAquanca nuclAotldlqua cottprlsa dsns uns 
preparation d'ADH doubis brin A tsstsr dans Isqusl : 

- on aaplitla da MnlAra spAclfiqua la region 
contanant la sAquanca nuclAotldlqua d'uns part da 

10 l'ADH A tsstar at d'autra part d*un AD* dont la 
sAquanca ast connua , it Ton aarqua las brlns mmnm at 
non sans da eas ADK A 1 'aids da aarquaurs 
fluoraacants, ou da marqueurs non-laotoplquss, 
dif£ Arants. 

15 - on hybrids las ADM amplifies , at 

- on Mt an Avidanca laa hAtAroduplax fonsAs 
par clivaqa das partias das brlns non-appariAaa. 

2. ProcAdA da dAtaction da la prAsanca at da la 
position da substitutions ou da dAlAtions da basas 

20 d'una aaquanca nuclAotldlqua cooprisa dans una 
preparation d'ADK doubla brin hAtArosyqota ou 
hAtArogAna A tastar dans laqualt 

- on awplifia da aaniAra spAclfiqua la raqion 
contanant la sAquanca nuclAotldlqua da l'ADH A tastar 

23 at on Mrqua las brlns sans at non mmnm da cat ADK A 
l*aida da aarquaurs fluoraacants, ou da aarquaurs non- 
isotopiquss, diff Arants, 

- on hybrida l'ADH aapllfiA, at 

- on »at an Avldanca las hAtAroduplax f oraAa 
30 par clivaqa das partias das brins non-apparl Aas . 

3. ProcAdA salon la ravandlcation 2 caractArisA 
an ca qua 1 'ADM hAtAroqAna ast constltuA d*un aAlanga 
d'ADN da daux variants d # uns bactArla ou d'ADH axtrait 
da callulas aosaXqus d'una tuMur - 

35 4. ProcAdA aalon la ravandlcation 1 caractArisA 

an ca qua l'ADH A tastsr at l'ADH connu sont aapllfiAs 
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dans la m%mm preparation . 

3. ProcAdA salon l*una das ravandlcations 1 A 
4, caractArisA an ca qua la rAactlf coupant las 
partlas non apparlAas ast un rAactK chialqua , tal 
5 qua 1 'hydroxy laaina ou la tAtroxyda d'osMlua. 

6. ProcAdA salon l'uaa daa ravandlcations 1 A 
4, caractArlaA an ca qua la rtectlf coupant las 
partlaa non apparltea ast una ansyaa, talla qua la 
MutY. 

10 7* ProcAdA aalon l'uno das ravandlcations 1 A 

6, caractArlaA an ca qua las MtAroduplax aont, 
prAalablaatant A laur miaa an Avldanca, concantrte par 
passaga sur un support las ratanant spAe 1 f Iq u a ian t . 

8. ProcAdA mmlon l*uno das ravandlcations 1 A 

IS 7, caractArlsA an ca qua las AD* coopranarit la 
aAquanca nuclAotidiqua A dAtaral nar aont aaplifite par 
la aAthoda da poly»Ariaatlon an chalna A l'alda da 
daux aiaorcas sltutes aux daux axtrAaltte da la 
aAquanca qua l § on vaut avpllfiar. 

20 9. ProcAdA salon la ravandication 8, 

caractArlaA an ca qua las daux aaorcas aont aarqutes 
raspactivaaMint A 1 v alda do aarquaurs fluoraacants 
diffAranta. 

10, ProcAdA salon 1'una daa ravandlcations 1 A 
23 9, caractArlaA an ca qua la tailla da la aolAcula 

d'ADM doubla brln corraspondant A la aAquanca 
nuclAotidiqua aat coaprlso antra 130 at 10.000 palras 
da bimmm. 

11. ProcAdA da dAtaction da la prAsanca da 
30 substitutions ou da dAlAtions da basas dans una 

aAquanca nuclAotidiqua coaprisa dana una preparation 
d'ADK doubla brln A tastar dans laqual : 

- on aapllfia da aanlAra apAclflqua la rAqlon 
contanant la aAquanca nuclAotidiqua d'una part da 
35 l'ADW A tastar at d'autra part d v un ADIf dont la 
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aAquanca in connua, 

- on hybrid* las AON aaplltlAs , at 

- on Mt an Avldanca 1m hAtAroduplax foraAa 
par paasaga sur un support 1m ratanant 

S spAc 1 f IquaMnt . 

12. ProcAdA da dfttactlon da la prAsanes da 
substitutions ou da dAlAtlons da basaa dana una 
sAquanca nuclAotldiqus coaprias dana una preparation 
d'ADM doubla brln hAtArosygota ou hAtArogAna A taatar 

10 dana. laqual x 

- on aaplifla da aaniAra apAclflqua la rAglon 
contanant la aAquanca nuclAotldlqua da 1*ADII A t as tar, 

- on hybrids l'ADM aapllfiA, at 

- on Mt an Avldanca laa hAtAroduplax fonts 
15 par passaga aur un support laa ratanant 

apAcl f iqusMnt ♦ 

13. ProcAdA salon I'uno daa ravandlcations 7 # 
11 at 12 caractArlsff an ca 91a ladlt support porta una 
protAina llant da MniAra spAcifiqua lss hAtAroduplax. 

20 14 . ProcAdA salon la ravandicatlon 13 , 

caractArlsA an ca qua ladlta protAina ast la Huts. 

15. ProcAdA salon l'una daa ravandlcations 11 
at 12, caractArlsA an ca qua laa hAtAroduplax ratanus 
aont rAvAlAs par una nolAcula aa f ixant spAclf IquaMnt 

23 sur l'ADK, talla qua la bromra d*Athidiusu 

Iff. Couposltlon co*portant au aoins trois 
sondaa panattant da f oraar dM hAtAroduplax avac das 
sAquancas nuclAlquss dana laaquallaa on racharcha la 
prAsanca ou l'absanca da Mutations pone tual las* 

30 17. HAtAroduplax asaoclA A un coaplaxa 

conatltuA par una aolicula da typa Huts at un 
anticorpa anti-MutS 
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PIG. 1A 



AATTCTTCOAT 111 ICI TATGACCTTAACCT O T OI COG 
Oto Pte Phe Asp Pte Str 1>r Asp Lea Am La Cys Gly 

CTG ACA GAG GAC CCA OAT CTT CAG GTTTCTGCG ATGCAG CAC CAG ACA 
Lea Thr Gte Asp Pro Asp Lsa Ghi Vel Ser Ala Met Gte His Gte Thr 

OTO CTO GAA CTG ACAOAO ACTGGG OTO GAG OCO GCTOCAGCCTCCGCC 
Val Leu Ota Lea Thr Ota Thr Gly Val Gt« Ala Ala Ala Ala Scr Ala 

ATC TCTGTG GCC CGC ACC CTG CTG QIC TIT GAA GTG CAOCAjG CGCTTC 

He Ser Val AtaAisThrLeaLcaVaiPhcGIa Val Gla Gte Pre Pbe 

AG C 

Met Cfcs Str 
CTM3 451 4« 40 

C1C TIC CTO CTC TGG GAC CAP CAP CAC AAQTTC CCT Q IC 1 1C ATG GOG 
LcaPteValLcaTrpAspGlnGki HBs Lys Phe Pro Val Pte Met Gty 
AC G J 

Met Pro Arj I 

I 



ft 



CT400 C.T412 

CO A OTA TAT GAC CGC AGO GCC TOA 

Arg ValTyr A» Pro A» Ala FIG. IB 

Stop Str 

472 474 
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